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Die Erfindung betrifft pseudotypisierte retrovirale Vektoren mit modifizierten Oberflachen-HUllproteinen, die fllr die zellspezifische 
Transduktion eines ausgewahlten Saugerzelltyps geeignet sind (Zelltargeting), Verfahren zur Herstellung der zellspezifischen pseudotyp- 
isierten retroviralen Vektoren und ihre Verwendung zur GenUbertragung in ausgewahlte Zellen. 
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Retrovirale Pseudotyp-Vektoren mit modifizierten Oberflachen- 
Hiillproteinen und Verfahren zu ihrer Herstellung fur den selektiven 

Gentransfer 

Die Erfindung betrifft retrovirale Pseudotyp-Vektoren mit modifizierten Oberflachen- 
Hiillproteinen, die fiir die zellspezifische Transduktion eines ausgew&hlten S&ugerzelltyps 
geeignet sind (Zelltargeting), Verfahren zur Herstellung der zellspezifischen retroviralen 
Pseudotyp-Vektoren und ihre Venvendung zur Geniibertragung in ausgewahlte Zellen. 

Ziel der somatischen Gentherapie soli der effektive Transfer von Genen oder Gen-Fragmenten 
sein, die flinktionelle Homologie zu einem defekten Gen aufweisen, oder von Genen oder Gen- 
Fragmenten mit therapeutischer Wirkung. Bisherige Versuche und klinische Studien zur 
somatischen Gentherapie wurden uberwiegend auf Basis der retroviralen Murinen 
Leukamieviren (MLV) durchgeftihrt. Der Wirtszellbereich retroviraler Vektoren wird durch 
das Oberflachen-Hullprotein (SU) bestimmt, das vom env-Gen codiert wird. Die 
Proteinprodukte des ew-Gens bilden die auBere Hulle des retroviralen Vektors. Die SU- 
Proteine interagieren mit, d.h. sie binden an ein bestimmtes Protein (Rezeptor) auf der 
Oberflache der Wirtszelle. Die ewv-Genprodukte z.B. des amphotropen MLV erlauben den 
Gentransfer in eine groBe Anzahl unterschiedlicher Saugerzellen. Sowohl mittels ecotroper als 
auch amphotroper MLV- Vektoren werden generell alle murinen (ecotrop) bzw. murine und 
humane Zellen (amphotrop) transduziert, da die von diesen Viren angesteuerten Rezeptoren 
ubiquitar vorhanden sind. Ein zellspezifischer Gentransfer mittels MLV ist somit nicht moglich. 

Eine Wirtszellspezifitat ist z.B. fur den gentherapeutischen Einsatz jedoch von Vorteil, da bei 
einer Gentherapie auBerhalb des Organismus (ex vivo) (Anderson et al., Science 256 (1992), 
808-813; Yu et al., H. Gem Therapy 8 (1997), 1065- 1072) aufwendige Aufreinigungen von 
Zellen vermieden werden. Fur den Therapie-, Diagnostik- oder Impf-Einsatz in vivo ist 
erwunscht, daB die retroviralen Vektoren gezielt die gewunschten Wirtszellen ansteuern, die 
von genetischen Fehlfunktionen betroffen bzw. Ziel der Therapie sind, und anschlieBend das 
therapeutische Gen iibertragen. 
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Eine Einengung des Wirtszellbereichs z.B. des amphotropen MLV konnte durch Modifikation 
des Oberflachenhullproteins erreicht werden. Eine Modikation des Oberflachenhullproteins 
wurde durch die Fusion mit einer Hormondomane durchgefiihrt. Es fand eine Transduktion der 
ZeUen statt, die den spezifischen Hormonrezeptor trugen (Kasahara et al, Science 266 (1994), 
1373-1375). Ferner wurde das Oberflachenhullprotein durch Fusion mit einem einkettigen 
Antikorperfragment {single chain variable fragment, nachfoigend auch "scFv" bezeichnet) 
modifiziert Das Fragment reprasentierte die antigenbindende Domane eines Antikorpers und 
ist ein Fusionsprotein, das aus den variablen Domanen V H und V L eines monoklonalen 
Antikorpers zusammengesetzt ist. Die beiden Domanen sind uber ein Glycin- und Seruv 
Oligopeptid [-(ser-gly4)3-gly-)] verknupft, das die korrekte Faitung des Fusionsprotems 
ermoglicht (Huston et al., Methods Enzymol 203 (1991), 46-88; Whitlow et a.., Methods: A 
companion to Methods Enzymol. 2 (1991), 97-105). Alle bisher durchgefuhrten 
Modifikationen des MLV-Oberflachenhullproteins mit einem scFv zeigten, daB es zwar zu 
einer Bindung der Vektoren an die Wirtszielzelle kam, nicht jedoch zu einem Eintritt in d.e 
Zelle (Russel et al., Nucleic Acid Res. 21 (1993), 108 1-1985). Weiterhin ist bekannt, daB das 
Oberflachenhullprotein des MLV generell keine umfangreichen Modifikationen erlaubt (Cosset 
et al J. Virol 69 (1995), 6314-632). Modifikationen, bei denen ein Teil der Bindungsdomane 
des MLV-SU-Proteins ersetzt wurde, fuhrten oft zu einer inkorrekten Prozessierung und somit 
zu einem defekten Transport des SU-Proteins an die Zelloberflache (Weiss et al., In J.A. Levy 
(ed.), The Retroviridae 2 (1993), 1-108 ; Morgan et a.., J. Virol. 67 (1993), 4712-4721; 
Russel * si, Nucleic Acid Res. 21 (1993), 1081-1085). 

Urn die Problematik der notigen Modifikation des Oberflachenhullproteins, die zur spezifischen 
Ansteuerung des gewunschten Zelltyps notig ist, zu umgehen, wurde die Herstellung 
wirtszellspezifischer retroviraler Vektoren durch die Pseudotypsierung von z. B. MLV- 
Kapsiden erreicht. Dabei stammt der Viruskern vom MLV und die Virushulle (SU-Proteme) 
von anderen retroviralen Vektoren. Vorteile der Pseudotypsierung von MLV-Kapsden hegen 
in der Minderung des Risikos der Entstehung von replikationskompetenten Retroviren. Durch 
Verwendung unterschiedlicher nicht homologer Expressionsplasmide, die fur die Strukturgene 
gag, pol und env kodieren wird die Gefahr der Rekombination vermindert. So konnte gezeigt 
werden, daB MLV-Kapside mit ENV-Proteinen des Affensarkom assoziierten Virus 
(Takeuschi et al.. Virology 186 (1992), 792-794), des Katzen Leukamie Virus (Porter et al., 
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Hum. Gem Ther. 7 (1996), 913-919) bzw. der endogenen Retroviren der Katzen (Vile et al., 
Virology 180 (1991), 420-424) pseudotypisiert werden konnen. Reiser et al. (Proc. Natl 
Acad Set USA 93 (1996), 15266-15271) konnten zeigen, daB die Herstellung von fflV/MLV 
bzw. HIV/VSV-G Pseudotypen moglich ist. Ebenso wurde die mogliche Inkorporation von 
5 VSV-G-Protein (Burns et al., Proa Natl Acad Sci. USA 90 (1993), 8033-8037; Ory et al., 
Proc. Natl Acad. Sci. USA 93 (1996), 1 1400-1 1406,) sowie die Inkorporation von trunkierten 
HTV-env-Glykoproteinen (Schnierle et al., Proc. Natl Acad. Sci. USA 94 (1997), 8640-8645) 
in MLV-Kapside beschrieben. Die in dieser Weise pseudotypisierten Vektoren konnen jedoch 
nicht jeden belieben zellspezifischen Rezeptor eines Zelltyps anzusteuern, da die Zielzelle nur 
10 durch den Tropismus (Zellspezifitat eines Virus) des jeweiligen Virus-Oberflachenproteins 
bestimmt wird. 



Der Gentransfer in Saugerzellen mittels (pseudotypisierten Retroviren) retroviraler Vektoren 
hat generell folgende Vorteile: 
15 • Es wird in der Regel eine Kopie des gewunschten Gens in die Saugerzelle uberfiihrt. 

• Das gewunschte Gen wird im allgemeinen ohne Mutation oder Rearrangements 
Obertragen. 

• Es erfolgt ein stabiler Einbau des gewunschten Gens in das Genom der Zielzelle. 

20 Der Gentransfer in Saugerzellen mittels pseudotypisierten Retroviren hat weiterhin den Vorteil, 
daB mittels Pseudotypsisierung von z.B. MLV-, HIV-, Foamyvirus- oder SIV-Kapsiden vor 
allem mit SNV-ENV-Protein eine gezielte Veranderung der Zellspezifitat der jeweiligen 
retroviralen Vektoren vorgenommen werden kann, so daB z.B. ein therapeutisches Gen in eine 
ausgewahlte Zellpolpulation eingefiihrt werden kann. 

25 

Der Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, retrovirale Pseudotyp-Vektoren mit 
modifizierten Oberflachen-Hullproteinen, die fur die zellspezifische Transduktion eines 
ausgewahlten Saugerzelltyps geeignet sind (Zelltargeting) bereitzustellen. Der Erfindung liegt 
ferner die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren zur Herstellung der zellspezifischen retroviralen 
30 Pseudotyp-Vektoren bereitzustellen. Der Erfindung liegt ferner die Aufgabe zugrunde, 
retrovirale Verpackungszellen zur Gewinnung der erfindungsgemaBen Vektoren 



PCT/DE98/0354* 

WO 99/28488 

4 

bereitzustellen. Mit Hilfe dieser Vektoren gelingt es, im Gegensatz zu den bisher bekannten 
Vektoren, jeden beliebigen Rezeptor einer Zielzelle anzusteuern. 

Die Aufgabe der Erfindung wird durch die erfindungsgemaBen retrovirale Vektoren, 
umfassend Viruskerne von z.B. murinen Leukamievirus (MLV), menschlichen 
Immunschwachevirus (HIV), Affen-Immunschwachevirus (SIV) oder Foamyvirus und 
VirushOllen vom Milz-Nekrosevirus (SNV) gelflst. Bevorzugt sind retrovirale Vektoren, deren 
VirushOllen das Vollangen-Oberflachenprotein (SU-Protein) des SNV und/oder ein chimares 
SNV-virusfremdes Polypeptid-ENV, SNV-HIV-ENV oder SNV-SIV-ENV umfassen. 
Besonders bevorzugt sind retrovirale Vektoren, deren virusfremdes Polypeptid ein Ligand, em 
Peptidfragment eines Liganden, ein Antikorper, ein Peptidfragment eines Antikorpers oder eine 
Antik6rpererkennungsdomane (scFv) umfaBt. Ferner bevorzugt sind retrovirale Vektoren, 
W eiter umfassend eine RNA, die in die durch den retroviralen Vektor zu transduzierende Zelle 
eingefthrt werden soil. Besonders bevorzugt sind retrovirale Vektoren, deren RNA ein 
15 therapeutisches Gen oder ein Nukleinsaurefragment eines therapeutischen Gens und/oder ein 
Reportergen umfaBt. Insbesondere bevorzugt sind retrovirale Vektoren, wobei das 
therapeutische Gen oder das Nukleinsaurefragment eines therapeutischen Gens das CFTR- 
Gen, phox91, ADA, IL-16, p53, transdominante Mutanten (z.B. revMlO) sowie Impfgene z. 
B rekombinantes gpl20 und IL-16 umfaBt. Weiter besonders bevorzugt sind retrovirale 
20 Vektoren, wobei das Reportergen B-Galaktosidase, "Green Fluorescent Protein", Luciferase 
Oder die Resistenzgene Neomycin oder "multiple drug residence gene" umfaBt. D,e 
erfindungsgemaBen retroviralen Vektoren konnen als Arzneimittel verwendet werden. 
Bevorzugt ist die Verwendung zur Herstellung eines Arzneimittels zur somatischen 
Gentherapie, Impftherapie oder Diagnostik. Besonders bevorzugt ist die Therapie der 
25 Cystischen Fibrose, des ADA-Mangels, der chronischen Granulomatose und der HTV-1 
Infektion. 

Die Aufgabe der Erfindung wird ferner durch die erfindungsgemaBen retroviralen 
Verpackungszellen zur Gewinnung der erfindungsgemaBen retroviralen Vektoren gel5st. Die 
30 erfindungsgemaBen retroviralen Verpackungszellen sind sowohl mit einem oder mehreren psi- 
negativen Expressionskonstrukt(en), die die gag- und pol-Genprodukte des MLV, HIV, SIV 
oder Foamyvirus exprimieren als auch mit einem psi-negativen SNV-Env- und/oder psi- 
negativen SNV-Env-virusfremden Polypeptid-, psi-negativen SNV-HIV-Env- oder SNV-SIV- 
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env-Expressionskonstrukt transfiziert. Bevorzugt ist eine retrovirale Verpackungszelle, in der 
das viaisfremde Polypeptid des psi-negativen SNV-Env-virusfremden Polypeptid- 
Expressionskonstrukts einen Ligand, ein Peptidfragment eines Liganden, einen Antikorper, ein 
Peptidfragment eines Antikorpers oder eine Antikorpererkennungsdomane (scFv) umfaBt. 
5 Ferner bevorzugt ist eine retrovirale Verpackungszellinie, ferner umfassend ein psi-positives 
Expressionskonstrukt, umfassend eine Nukleins&uresequenz, die in die durch den retroviralen 
Vektor zu transduzierende Zelle eingeflihrt werden soli. Besonders bevorzugt ist eine 
retrovirale Verpackungszellinie, wobei die Nukleinsauresequenz ein therapeutisches Gen oder 
dessen Nukleinsaurefragment und/oder ein Reportergen umfaBt. Insbesondere bevorzugt ist 

10 eine retrovirale Verpackungszellinie, wobei das therapeutische Gen oder das 
Nukleinsaurefragment eines therapeutischen Gens das CFTR-Gen, phox91, ADA, IL-16, p53, 
transdominante Mutanten (z.B. revMlO) und Impfgene z. B. rekombinantes gpl20 und IL-16 
umfaBt. Ferner besonders bevorzugt ist eine retrovirale Verpackungszellinie, wobei das 
Reportergen B-Galaktosidase, "Green Flourescent Protein", Luciferase oder die Resistenzgene 

1 5 Neomycin oder das "multiple drug resistence gene" umfaBt. 

Die Abbildungen dienen der Erlauterung der Erfindung 

Abb.l zeigt schematisch die Gewinnung eines MLV/SNV-Pseudotyp-Vektors. Die 
20 Verpackungszelle TelCeB6 enthalt die Konstrukte pCeB und pMFG-InsLacZ. Die Zelle 
exprimiert somit die Strukturgene gag und pol , sowie das Reportergen Ji-Galaktosidase. Zur 
Herstellung eines pseudotysierten Vektors werden die SNV-env-Expressionskonstrukte (siehe 
Abb. 2) in die Zelle transfiziert. Hiermit werden ebenfalls die Sturkturgene fur das wt-ewv 
(pIM29; Chu et al., 1997) und die chimaren scFv-tw (pT-scFv) zur Verfiigung gestellt und 
2S exprimiert. Es werden Vektorpartikel in den Zellkulturuberstand abgegeben, die aus MLV- 
Kapsiden bestehen und SNV-env-Proteine in die Virushulle inkorporieren. Im MLV-Kapsid ist 
nur die pMFG-lnsLacZ-RNA verpackt, so daB das Genprodukt dieses Reportergens nach 
erfolgreichem Gentransfer (Transduktion der Zielzellen) nachgewiesen werden kann. 

30 Abb 2 zeigt schematisch das SNV-wt-c??/v-Gen kodierende Konstrukt pIM29 als auch die 
chimaren SNV-scFv- ewv-Gen Konstrukte. 
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Abb.3 zeigt schematisch die Herstellung, Isolierung und Selektion der erfindungsgemaBen 
Vektoren. 

Abb. 4 zeigt die Nukleinsauresequenz von pTC53. 

Der hier verwendete Begriff amphotropes Virus bedeutet Infektion und Replikation auf 
murinen und humanen Zellen, im Gegensatz zu ecotropen Viren, das nur auf murinen Zellen 
repliziert. Der hier verwendete BegrifF retroviraler Vektor bedeutet replikationsdefizientes 
retroviraies Viruspartikel, das anstelle der retroviral mRNA eine fremde eingefiihrte RNA 
eines Gens, z.B. eines therapeutischen Gens oder dessen Fragment oder eines Reportergens 
ubertragen kann. Der hier verwendete BegrifF pseudotypisiert bedeutet, daB der retroviral 
Vektor einen Viruskem eines Retrovirus besitzt und die Virushulle von einem anderen 
Retrovirus stamtnt. Der hier verwendete Begriff AntikSrpererkennungsdomane (scFv) bedeutet 
Antigenbindestelle eines Antikorpers, umfassend Vh- und Vl-Kette. 

Zur Bereitstellung der erfindungsgemaBen pseudotypisierten retroviralen Vektoren wird 
zunachst ein Expressinsprodukt hergestellt, welche die GAG- und POL-Genprodukte z.B. des 
MLV, HTV, SIV oder Foamyvirus umfaBt. Das Expressionskonstrukt ist psi-negativ, d.h. das 
Verpackungssignal psi (v,,) ist deletiert. Somit wird das fur die Gene gag und pol kodierende 
Expressionskonstrukt z.B. pCeB (Cosset et al, J. Virol 69 (1995), 6314-632), nicht in die 
entstehenden retroviralen Vektoren verpackt, so daB ein nicht replikationskompetentes Virus 
entsteht. All weitere Komponente dient das em-Gen des SNV. Durch Modification des 
Oberflachen-Hullproteins (SU-Proteins) z. B. durch Insertion eines Antikorpers, 
Amikorperfragments, scFv's oder eines Liganden eines Oberflachen-Rezeptors von z.B. 
humanen Zellen oder anderer virusfremder Polypeptide, kann der ursprungliche Tropismus von 
SNV (aviane Zellen) verandert werden. Im Gegensatz zu dem MLV-Oberflachenprotein, das 
nur maBige Modifikation (Weiss et al., In J.A. Levy (ed.), The Retroviridae 2 (1993), 1-108 ; 
Morgan et al., J. Virol. 67 (1993), 4712-4721; Russel et al., Nucleic Acid Res. 21 (1993), 
1081-1085), kann das gesamte SNV-Oberflachenprotein durch ein virusfremdes Polypeptid 
ersetzt werden, ohne daB die Prozessierung z.B. eines chimaren SNV- scFv-ENV-Proteins 
beeintrachtigt wird (Martinez und Dornburg, 1994; Chu und Dornburg, J. Virol. 71 (1997), 
720-725). Die virusfremden Polypeptide, z.B. die scFv-Domanen, im Oberflachen-Hullprotein 
vermitteln die Erkennung und die Anbindung an Oberflachenproteine ausgewahlter 
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Zellpopulationen, z.B. von h&matopoietischen Zellen, T-Zellen, Leberzellen, Epithelzellen, 
Muskelzellen oder Fibroblastenvon z.B. Mensch, Maus, Ratte, Schaf oder Rind. Zur effizienten 
Transduktion der ausgewahlten Zellen konnen neben den modifizierten ENV-Proteinen auch 
die Wildtyp-SNV-ENV-Proteine in die MLV-Kapside inkorporiert werden. Auch das fiir das 
5 Wildtyp-SNV-ENV-Protein kodierende Plasmid muB psi-negativ sein, damit entsprechende 
Boten-KNA nicht in die Retroviruspartikel aufgenommen wird. Die erfindungsgem&Ben 
HTV/SNV- bzw. Foamyvirus/SNV-Pseudotypen sind z. B. zum spezifischen Gentransfer in 
ruhende ausdifferenzierte Zellen geeignet (Naldini et al., Science 272 (1996), 263-267; 
Lindemann et al., 1 Virol 71 (1997), 48715-4820). 

10 

Ein weiteres Expressionsprodukt enthalt eine DNA-Sequenz des Genprodukts, das in die durch 
den pseudotypisierten retroviralen Vektor zu transduzierende Zelle eingefiihrt werden soil. Die 
DNA-Sequenz kann ein therapeutisches Gen, ein Gen-Fragment eines therapeutischen Gens, 
ein DNA-Fragment eines in der Zielzelle mutierten Gens oder ein Markergen sein. Typische 

15 Beispiele fiir eine DNA-Sequenz sind das CFTR-Gen, das ADA-Gen, das LDL-Rezeptor-Gen, 
B-Globin-Gen, Faktor-VIII-Gen oder Faktor-IX-Gen oder das Dystrophin-Gen. Im Falle des 
CFTR-Gens wfcren die Zielzellen des erfindungsgemaBen Vektors z.B. die Lungenepithelzellen, 
beim ADA-Gen die Stammzellen des Knochenmarks oder T-Lymphocyten, beim LDL- 
Rezeptor die Leberzellen, beim Dystrophin-Gen die Skelettmuskelzellen, beim B-Globin-Gen 

20 die hamatopoietischen Stammzellen, beim Faktor VIII oder Faktor IX die und Leberzellen. 
Dem Fachmann ist ersichtlich, daB diese Aufzahlung nur eine Auswahl der therapeutischen 
Gene darstellt und andere Gene ebenfalls in die erfindungsgemaBe Verpackungszelle zur 
Verpackung in die erfindungsgemaBen Vektoren transfiziert werden konnen. Die DNA- 
Fragmente eines therapeutischen Gens umfassen z.B. Antisense-Nukleins&uren oder Ribozyme. 

25 DNA-Fragmente eines in der Zielzelle mutierten Gens k6nnen ferner Bereiche eines Gens 
umfassen, die die Trinukleotidwiederholungen von z.B. des Fragile X Gens umfassen. Ein 
Markergen oder Reportergen ist, z.B. B-Galaktosidase, "Green Flourescent Protein", 
Luciferase oder das Resistenzgen Neomycin. Die Herstellung solcher Expressionskonstrukte 
ist Stand der Technik, z.B. enthalt das vom MLV abstammende Expressionskonstrukt MFG- 

30 InsLacZ die cDNA des B-Galaktosidase-Reportergens Reportergens (Takeuchi et al. J. Virol 
68 (1994), 8001-8007). Urn den Gentransfer zu erreichen, muB die Verpackung dieses 
Expressionsplasmids in den retroviralen Vektor gewahrleistet sein. Charakteristisch fiir ein 
solches Expressionskonstrukt ist daher das Vorhandensein einer Verpackungsstelle (psi, V|/). 
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Die Konstruktion der gag- und pol-Expressionsprodukte fur MLV, fflV, SIV, Foamyvirus ist 
Stand der Technik (Naldini et a., Science 272 (1996), 263-267; Ory, D.S., Proc. Natl Acad 
Set USA 93 (1996), 11400-11406; Poeschla et a!., Proc. Natl. Acad. Set. USA 93 (1996), 
5 11395-11399; Buchschacher et al., J. Virol. 66 (1992), 2731-2739; Poznansky et al., 1991; 
Mammano et al, J. Virol. 71 (1997), 3341-3345). 

Die Konstruktion der fur die wt-SNV-ENV-Proteine z.B. pIM29 und die chimaren SNV-scFv- 
ENV-Proteine kodierenden Expressionplasmide ist von Chu et al. (J. Virol. 71 (1997), 720- 

10 725) vorbeschrieben. Die Expression der fur das wt-env-Gen kodierenden DNA wird von 
einem MLV-Promotor gesteuert. Die env-cDNA wurde uber die Restriktionsschnittstellen 
SacH und AvrTl aus einem fur das komplette SNV-Virus kodierenden Plasmids ausgeschnitten 
und durch insertion in einen Linker (L) eingefugt. Urn eine korrekte Prozessierung des 
Proteins zu gewahrleisten, enthalt pIM29 die Polyadenylierungsstelle des Simianen Virus 40 

15 (SV40). Von diesem Plasmid kann sotnit die Expression des wt-env-Gens erfolgen, so daB 
nach proteolytischer Spaltung eines Vorlauferproteins das auBere Glykoprotein (SU) und das 
Transmembranprotein (TM) vorliegt. Es kbnnen jedoch andere, dem Fachmann bekannte 
Plasmide, Promotoren, Linker, Polyadenylierungssignale und weitere fur eine korrekte 
Prozessierung benotigte DNA-Elemente verwendet werden. 

20 

Zur Exprimierung von SNV-scFv-ENV-Proteinen werden die in bekannter Weise erhaltenen 
scFv in ein SNV-ENV-Expressionskonstrukt z.B. pTC53 in ublicher Weise eingefuhrt. Die in 
pTC53 vorhandenen Restriktionserkennungstellen fur die Enzyme Sfil und NotI ermbglichen 
die molekulare Klonierung von z.B. scFVs zwischen SNV-env-Leader-Sequenz und dem fur 
25 das Transmembranprotein (TM-Protein) kodierenden Bereich der DNA. Die im wt-ENV 
vorhandene Proteaseschnittstelle zwischen SU und TM ist in P TC53 deletiert, so daB ein 
Fusionsprotein exprimiert wird, das N-terminal aus dem einkettigen Amikorperframgent und 
C-terminal aus dem SNV-TM besteht. 

30 Die regulatorischen Elemente wie MLV-Promotor und SV40-Polyadenylierungssignal sind 
identisch mit denen des pIM29-Vektors. Zur Verstarkung der Expression eines chimaren env- 
Gens wird in dem Expressionsplasmid pTC53 eine adenoviral Leader-Sequenz z.B. AVtl 
(Sheay et al. BioTechmqms, 15 (1993), 856-861) inseriert. Eine Zoezin-Kasette (pSV2zeo; 
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Fa. Invitrogen, Niederlande) dient der moglichen Selektionierung von stabil transfizierten 
Zellen, so daB einzelne Zellklone etabliert werden konnen. 

Beliebige Antikorpererkennungsdomanen, die spezifisch fur jede gewunschte Zielzelle sind, 
5 konnen hergestellt werden, indem eine kombinatorische Phagen-cDNA-Bibliothek der 
variablen Domanen der leichten und schweren Ketten der Immunglobuline hergestellt wird. 
Dazu wird ein Saugetier, z.B. eine Maus, Ratte, ein Kaninchen, Meerschweinchen, Ztege oder 
Schaf, mit einem ausreichenden Titer einer Zellpopulation in Qblicher Weise immunisiert. Die 
Zellpopulation ist die Zellart, die einen Oberflachenrezeptor ausbildet, an den die scFv 

10 spezifisch binden. Die Zellen konnen von einem von dem zu immunisierenden Saugetier 
verschiedenen Saugetier stammen, z.B. vom Menschen, der Maus, Ratte, dem Schaf, Rind 
oder Schwein. Die Zellen konnen solche Zellen sein, in der z.B. eine Gentherapie, eine 
Impftherapie oder Diagnostik durchgefuhrt werden soil. Fur die Immunisierung kann eine 
Zellpopulation oder mehrere Zellpopulationen gleichzeitig dem Saugetier verabreicht werden, 

15 je nachdem fur welche Zellpopulationen der scFv spezifisch sein soli. 

Fttr die Herstellung der cDNA-Bibliothek wird zuerst die B-Zell-RNA des immunisierten 
Saugetiers in bekannter Weise isoliert. Die mRNA-Sequenzen der fur die Antigenerkennung 
verantwortlichen Regionen der schweren und leichten Kette (V H und V L ) der Immunglobuline 

20 werden mittels reverser Transkription und anschlieBender Polymerase-Kettenamplifikation in 
Oblicher Weise in cDNA umgeschrieben und vervielfaltigt. Die Primerpaare und deren 
Sequenzen fur die Vh- und VL-Regionen sind dem Fachmann bekannt Sie sind z.B. im 
kommerziell erhaltlichen Kit der Fa. Pharmacia enthalten, bzw. konnen den bekannten 
Datenbanken (EMBL) entnommen werden. Dem Fachmann ist bekannt, daB er fur jede 

25 immunisierte Saugetierart verschiedene Primersequenzen verwenden muB. Die Sequenzen sind 
ebenfalls in den bekannten Datenbanken enthalten.. Die cDNA-Fragmente der V H - und V L - 
Regionen werden dann mittels einer Ligasereaktion in ublicher Weise zu scFv-cDNAs 
verkniipft. Fur den Fachmann ist ersichtlich, daB bei der Ligation unterschiedliche 
Kombinationen von cDNA-Fragmenten hergestellt werden. Die erhaltenen scFv-cDNAs 

30 k6nnen dann in einen Phagemid-Vektor z.B. pCANTA 5E Phagemid, Fa. Pharmacia kloniert 
werden. AnschlieBend werden Wirtsbakterien z.B. E.coli TGI mit dem Phagemid-Vektor 
transformiert. 
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Die von den Bakterien produzierten rekombinanten Phagen werden dann in ublicher Weise 
isoliert und auf das Vorhandensein von zellspezifischen scFv-Peptiden selektioniert. Die 
Phagen werden mit der Zellpopulation oder den Zellpopulationen in ublicher Weise in Kontakt 
gebracht, die fur die Immunisierung verwendet worden sind. Die Phagen, die nicht an die 
Zellen binden, tragen kein spezifisches scFv-Peptid und werden durch Waschschritte in 
ublicher Weise entfemt. Die Phagen, die an die Zellen binden, prasentieren das gewiinschte 
scFv-Peptid auf ihrer Oberflache und werden in ublicher Weise eluiert. Die Pagen, die das 
gewiinschte scFv-Peptid prasentieren, werden vermehrt, indem man sie wieder in ublicher 
Weise die Wirtsbakterien infizieren lift. Dieser Selektionsschritt kann ein oder mehrere Male 
wiederholt werden, urn die bindenden Phagen anzureichern. Dieser Vorgang wird als "panning" 
bezeichnet. Die Phagen werden nach dem panning oder direkt nach dem ersten 
Selektionsschritt einer weiteren Selektion unterzogen. Dabei werden die Phagen mit einer oder 
mehreren anderen Zellpopulationen in Kontakt gebracht, die sich von den zur Immunisierung 

5 verwendeten Zellen unterscheiden. Die Phagen, die nicht an diese Zellen binden, prasentieren 
ein zellspezifisches scFv-Peptid. Sie werden in ublicher Weise aus dem Zelluberstand isoliert 
und fur eine Wirtsbakterieninfektion zur Vermehrung verwendet. Auch dieser Selektionsschritt 
kann ein oder mehrere Male wiederholt werden (Marks et al., Biotechnologie 10 (1992), 779; 
Clackson et al., Nature 352 (1991), 624; Marks et al., J. Mol Biol. 222 (1991), 581; 

20 Chaudhary et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87 (1990), 1066; Chiswell et al., TIBTECH 10 
(1992), 80; McCafferty et al., Nature 348 (1990). 552; Huston et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA 85 (1988), 5879). 

Die auf die beschriebene Weise selektionierten Phagen bilden die Ausgangsmaterialien zur 
25 Herstellung einer Vektor-Genbank fur die erfindungsgemaBen pseudotypisierten retroviralen 
Vektoren. Jeder Vektor des Typs [MLV/SNV-scFv-Env] enthalt somit in seiner Hulle eine 
bestimmte scFv-Domane. Aus der Vektor-Genbank wurden dann jene pseudotypisierten 
retroviralen Vektoren ausgesucht, welche den Gentransfer in die ausgewahlten Zietzellen, d.h. 
die Zellen, mit dem das Saugetier immunisiert wurde, bewerkstelligen konnen. Dazu werden 
30 einzelne [MLV/SNV-scFv-EnvJ-Vektoren mit einem einzigen scFv in der Hulle oder Pools 
derartiger Vektoren hergestellt und in Bezug auf ihre Fahigkeit, Gene in die ausgewahlten 
Zellen zu ubertragen, untersucht. Nur jene Vektoren und damit die zur Herstellung dieser 
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Vektoren benutzten scFv werden auf die beschriebene Weise ausgewahlt, die den gezielten 
Gentransfer in die ausgew&hlten Zielzellen durchfuhren. 

Ferner kann das SNV-Oberflachenprotein auBer mit virusfremden Polypeptiden auch durch das 
5 externe Glykoprotein (SIVagm) des Simianen Immundefizienzvirus (SIV) der Afrikanischen 
Grunen Meerkatze (Cercopithecus aethiops) oder des HIV-1- oder HIV-2-ENV-Proteins 
ersetzt werden. Solche chimaren SNV/SIV-ENV-Proteine bzw. SNV/HIV-ENV-Proteine 
kOnnen ebenfalls in die MLV-Kapside in der vorstehend beschriebenen Weise inkorporiert 
werden. Diese erfindungsgemaBen pseudotypisierten retroviralen Vektoren konnen zu einem 
10 zellspezifischen Gentransfer in CD4-positive Lymphozyten eingesetzt werden. 

Die erfindungsgemaSe retrovirale Verpackungszelle zur Gewinnung der erfindungsgemaBen 
pseudotypisierten retroviralen Vektoren wird bereitgestellt, indem eine Zellinie, z.B. eine 
humane Zellinie mit den vorstehend beschrieben psi-negativen Expressionskonstrukten, die fur 
15 die gag- und poI-Genprodukte des MLV, HIV, SIV oder Foamyvirus exprimieren, und mit 
dem psi-negativen SNV-Env-Expressionskonstrukt und/oder psi-negativen SNV-Env- 
virusfremden Polypeptid-Expressionskonstrukt, SNV/HIV- oder SNV/SIV- 
Expressionskonstrukt in ublicher Weise transfiziert wird. 

20 Ferner konnen Verpackungszellen verwendet werden, die bereits die psi-negativen 
Expressionskonstrukte fur die gag und pol-Genprodukte enthalten. Ein typisches Beispiel einer 
solchen MLV-abgeleiteten Verpackungszelle ist TelCeB6 (Cosset et al., J. Virol 69 (1995), 
6314-632). In solche Verpackungszellen miissen dann nur das psi-negative 
Expressionskonstrukt fur die Virushulle und das psi-positive Expressionskonstrukt fur die in 

25 die Zielzelle zu transduzierende Nukleinsauresequenz transfiziert werden. Dem Fachmann sind 
die Verfahren zur Transfektion der Expressionskonstrukte bekannt. Von den 
erfindungsgemaBen Verpackungszellen werden retrovirale Vektorpartikel in den Zelliiberstand 
abgegeben, die das Expressionskonstrukt enthalten nicht jedoch die Konstrukte, die fur die 
GAG-, POL- und ENV-Proteine kodieren. In die Zielzelle wird somit nur das gewiinschte z.B. 

30 therapeutische Gen oder Reportergen uberfuhrt. Die gezielte Transduktion von ausgewahlten 
Zielzellen z.B. mittels SNV/SNV-scFv-Env-Vektoren konnte bisher mit unterschiedlichen scFv 
gezeigt werden (Chu et al., Gene Therapie 1 (1994), 292-299; Chu et al., BioTechniques 18 
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(1995), 890-899). Fiir die Etablierung einer stabilen Verpackungszelllnie wird ein 
Zeozinkonstrukt eingefuhrt und die Verpackungszellen in ublicher Weise selektioniert. 

Die Etablierung von stabilen Verpackungszetlinien, die sowohl das wt-SNV-ENV als auch das 
chimare SNV-ENV, SNV/fflV-ENV oder SNV/SIV-ENV-Expressionskonstrukte stabil 
exprimieren, erlaubt die Generierung von hochtitrigen Vektorstocks. Diese sind fiir ein 
gezieltes Zelltargeting wunschenswert. 



Die dargestellte Erfindung eroffnet die folgenden Moglichkeiten: 

-Gene, Gen-Fragmente oder sonstige Nukleinsauresequenzen konnen in ausgewahlte 
Saugerzellen uberfiihrt werden, 

-weitere Effizienzsteigerungen des Nukleinsauretransfers durch Verbesserung der env- 
Genkonstrukte konnen erreicht werden, 

-Gentherapie-, Markierungs- und Impfstrategien k6nnen entwickelt werden, fur die ein 
selektiver Nukleinsauretransfer in ausgewahlte Saugerzellen wunschenswert ist. 

Die folgenden Beispiele erlautem die Erfindung und sind nicht als einschrankend aufzufassen: 

1 Isolierung und Klonierung zellspezifischer scFv 

Zur Herstellung, Isolierung und Seiektion von zellspezifischen scFv wurde eine Maus mit der 
humanen T-Zellinie T-C8166 (Clapham et al., Virology 158 (1987), 44-51) in ublicher Weise 
immunisiert, die Milz entfernt und die RNA isoliert. Die Klonierung der scFv-cDNAs wurde 
mit dem kommerziell erhaltlichen Kit der Fa. Pharmacia nach Angaben des Herstellers 
durchgefvihrt. Die erhaltenen Phagen wurden in ublicher Weise auf ihre Bindungseigenschaften 
gegenuber den Zielzellen untersucht. 

2 Klonieren der spezifischen scFv-cDNA-Fragmente in Env-Expressionskonstrukte 

Vier so erhaltene zellspezifische scFv (M8, K6, 7A5, 7E10) wurden verwendet, urn 
pseudotypisierte MLV-SNV-scFv-Vektoren herzustellen. Die scFv-cDNAs der vorstehend 
bezeichneten zellspezifischen scFv wurden in ublicher Weise aus der Phagemid-DNA 
ausgeschnitten und in das Expressionskonstrukt P TC53 ligiert. pTC53 wurde erhalten durch 
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Modifzierung des universellen eukaryotischen Vektors pRD114 (Chu et a!., J. Virol. 71 
(1997), 720-725; Sheay et al. BioTechuques, 15 (1993), 856-861; Chu et al., BioTechmques, 
18 (1995). 890-895). In diesem Vektor wurde das SNV-wt-env-Gen bis auf die fur die Leader- 
Sequenz und das Transmembran-Protein kodierende cDNA deletiert. Ein zusatzlich 
5 eingefiihrter Spacer ermoglicht die Insertion einer Fremd-DNA (hier die scFv-cDNA) im 
Anschlufi an die ENV-Leader-Sequenz uber die Restriktionserkennungsstelle Nael. Die 
Sequenz von pTC53 ist in Abbildung 4 gezeigt. Fur die Insertion der scFv-cDNA wurde das 
Env-Expressionskonstrukt pTC53 dahingehend modifiziert, daB Sfi I und Not I spezifische 
Restriktionsendonuklease-Erkennungsstellen in den Linker zwischen der SNV-Leader-Sequenz 

10 und der SNV-Transmembran-Sequenz (TM) in iiblicher Weise eingefugt werden. Hierzu wird 
eine rekombinante PCR ausgehend von der DNA des Plasmids PKA1558 (Scov H, & 
Andersen K.B., 1993) und der fur das anti Transferrinrezeptor-scFv kodierenden DNA in 
iiblicher Weise durchgefuhrt, so daB uber Nru I (5 'und 3') eine Insertion des amplifizierten 
Fragments in das Nae I restringierte pTC53 moglich ist. Das so inserierte Fragment enthalt die 

1 5 multiple Sfi I / Not I Klonierungsstelle, da die verwendeten Primer neben der endstandigen Nru 
I Erkennungsstelle weiterhin eine benachbarte Sfi 1 bzw. Not I Erkennungsstelle beinhalten. 
Fur die rekombinante PCR wurden folgende Primer verwendet 



PKATFNNRu+: 

20 S-GGGCCC TCGCGA GC GC/CCC^GCCGGCC GACATCAAGATGACCCAGTCTCCA-3^ 
Nru I Sfi I 

PKATFNRNRu- : 

5'-GGGCCC TCGCGA T (7CGGCCGCT GAGGAGACTGTGAGAGTGGTGCC-3' 
Nml Sfil 



25 



30 



Die PCR-Bedingungen waren: 94°C/3 min, 94°C/1 min, 59°C/1 min, 72°C/1 min., 25 X 
Schleifen, 72°C/10 min und dann bis 4°C abkuhlen. Das PCR-Fragment wurde 
gelelektrophoretisch aufgetrennt, aus der Gelmatrix extrahiert (Quiaex, Fa. Quiagen) und mit 
dem Nae I geoffneten Plasmid pTC53 in ublicher Weise ligiert. 

Die scFv-cDNAs aus dem Phagemid (pCANTA 5E) wurden mittels der 
Restriktionsendonukleasen Sfi I und Not I ausgeschnitten. Dazu wurde Phagemid-Plasmid- 
DNA mittels bekannter Verfahren hergestellt. und jeweils 8^g Plasmid-DNA mit jeweils 60 U 
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der Restriktionsendonukleasen Sfi I und Not I fur l,5h bei 50°C und anschlieBend l,5h bei 
37°C verdaut. Der Reaktionsansatz fand in einem Volumen von 200pl statt, der mit 20pl BSA 
(lOfach konz.) und 20pl Reaktionspuffer 3 (lOfach konz.) supplement wurde. Nach 
Beendigung der Reaktionszeit wurde der Ansatz in einem l%igem Agarosegel 
elektrophoretisch aufgetrennt. Nach der Auftrennung wurde die scFv-cDNA spezifische Bande 
(ca 750bp) aus dem Agarosegel mittels bekannter Verfahren aufgereinigt. 

Das aufgereinigte Fragment wurde mit dem ebenfalls mit den Reastriktionsendonukleasen Sfi I 
und Not 1 geoffneten Env-Expressionskonstrukt pTC53 ligiert. Dazu wurden aquimolare 
Mengen des scFv-cDNA-Fragments und pTC53-Fragments in einem 15ul Volumen mit 200 U 
T4-Ligase und l,5ul 10-fach Ligase-Puffer supplementiert. Der Ansatz wurde bei 4°C Uber 
Nacht inkubiert. Urn eine effiziente Transformation von Bakterien zu ermoglichen, wurden die 
Bakterienstamme TOP10F und JS5 mit einer nach Hanahan (1983) modifizierten Methode 
kompetent gemacht. Nach dem Animpfen von 100 ml LB-Medium mit 500 pi einer 
Obernachtkuitur wurde die Bakteriensuspension bei 37° C bis zu einer Dichte (OD 550 ) von 0,6 
inkubiert. AnschlieBend wurden die Bakterien auf Eis gekiihlt, bei 6.000 rpm und 4° C 
pelletiert (Minifuge RF, Heraeus, Hanau) und in 40 ml TFB1 -Puffer (30 mM KOAc, lOOmM 
RbCl 2 , 10 mM CaCl 2) 15 % Glycerin, pH 5,8 mit Essigsaure eingestellt, danach sterilfiltnert) 
resuspendiert. Nach einer Inkubationszeit von 15 Minuten auf Eis und einer Zentrifugation bei 
6 000 rpm und 4° C wurde das Bakterienpellet in 4 ml TFB2-Puffer (10 mM MOPS, 75 mM 
CaCl 2 , 10 mM RbCl 2 , 15 % Glycerin, P H 6,5 mit KOH-L6sung eingestellt, danach 
sterilfiltriert)resuspendiert. Die Bakteriensuspension wurde dann in Aliquots je 100 pi 
aufgeteilt und auf Trockeneis schockgefroren. Die Lagerung erfolgte bei -70° C. Zur 
Transformation wurden 100 pi der kompetenten Bakterien auf Eis aufgetaut und nach Zugabe 
von 1-2 pi des jeweiligen Ligationsansatzes fur 30 Mmuten auf Eis inkubiert. Nach einem 
anschlieBenden Temperaturschock (45 s bei 42° C anschlieBend 2 min auf Eis) wurden die 
Bakterien mit 500 pi SOC-Medium (GIBCO/BRL, Eggenstein) vesetzt und bei 37° C fur eine 
Stunde zur Expression der Antibiotikaresistenz in einem Bakterienschuttler kultiviert. Die 
Bakteriensuspension wurde auf LB-Agarplatten, die mit dem Antibiotikum Ampicillin 
supplementiert waren, ausgestrichen und bei 37° C uber Nacht inkubiert. 



WO 99/28488 PCT/DE98/03542" 

15 

Die Preparation von Plasmiden aus Bakterien (E.coli TopFlO) erfolgte mit den QIAGEN- 
Plasmid-Kits der Firma QIAGEN, Hilden. Fur die Preparation einer geringen Menge Plasmid- 
DNA wurden die Bakterien einer 15 ml-Ubernachtkultur (LB-Medium mit 50 \ig/m\ 
Ampicillin) mit den vom Hersteller gelieferten Losungen lysiert und iiber eine 
5 Anionenaustauscher-Saule (tip-20) gereinigt Zur Gewinnung groBer Mengen Plasmid-DNA 
(Maxi-Praparation) wurden 400 ml Ubernachtkulturen angesetzt 

2. Transfektion der Verpackungszellen 

Zunachst wurde getestet, ob eine Inkorporation des wt-SNV-ENV-Proteins in die MLV- 
Kapside erfolgt Hierflir wurden 2^g DNA des Expressionskontruktes pIM29 (Dornburg, 
Gene Therapie 2 (1995), 1-10), das fur das wt-ENV-Protein kodiert, durch eine 
liposomenvermittelte Gentransfertechnik (Lipofektion) in die Verpackungszellen TelCeB6 
eingebracht. Die DNA wurde in einem Gesamtvolumen von 100|il in Medium (DMEM) 
aufgenommen. 2,5pl des Lipofektamins (Fa. Gibco, Eggenstein) wurden ebenfalls in einem 
Gesamtvolumen von lOOpI Medium aufgenommen. Beide Losungen wurden gemischt und fur 
30min. bei Raumtemparatur inkubiert, so daB sich Liposomen-DNA-Komplexe bilden konnten. 
AnschlieBend wurde mit 800pl Medium aufgefullt und die Losung wurde auf die zu 
transfizierenden Zellen gegeben. Die Zellen wurden fur vier Stunden bei 37°C und 5%C02 im 
Brutschrank inkubiert und anschlieBend erfolgte ein Mediumwechsel (DMEM, 10%FKS, NSP) 
Die transfizierten Zellen wurden 3 weitere Tage bei 37°C und 5% C0 2 inkubiert, urn die 
Expression des Wildtyp-env-Gens zu ermoglichen. Hierbei erfolgte kein Mediumwechsel. 

3. Transduktion von Zielzellen mittels verschiedener MLV/SNV-Vektoren 
Der Zellaberstand der transfizierten Zellen wurde drei Tage nach der Transfektion in ublicher 

25 Weise geerntet und filtriert (0,45pm-Filter), so daB alle Verpackungszellen entfernt wurden. 
Zwei ml dieses zellfreien Zelluberstand wurde zur Transduktion von 2xl0 5 Zellen der Hunde- 
Osteosarkom-Zellinie D17 (Watanabe und Temin, Mol Cell Biol 3 (1983), 2241-2249;) in 
Ublicher Weise eingesetzt. Diese Zellen sind permissiv fur SNV, wobei der von SNV 
angesteuerte naturliche Rezeptor bisher unbekannt ist. Die Transduktion wurde in Gegenwart 

30 von 40ng/ml Polybren fur 4 Stunden durchgefuhrt. AnschlieBend wurden die Zellen zwei mal 
mit 3 ml PBS gewaschen und es erfolgte ein Mediumwechsel. Zur Oberpriifung einer 
erfolgreichen Transduktion wurde nach 72 Stunden ein X-Gal-Test nach der Methode von 
Sanes et al. (1986) durchgefuhrt: Der Zellkulturuberstand wurde abgezogen und die Zellen mit 



10 



15 



20 



PCT/DE98/03542 

WO 99/28488 

lo 

PBS ohne (Ca 2+ und Mg 2+ ) gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen mit einer Fixierlosung 
(2 % Formaldehyd, 0,2 % Glutaraldehyd in PBS) fur 5 min uberschichtet und mit PBS 
gewaschen. Danach wurden die Zellen in 3 ml X-Gal-Reaktionsmixl6sung (1 mg/ml, 5 mM K- 
Ferricyanid, 5 mM K*Ferrocyanid, 2mM MgCl 2 ) resuspendiert. Nach einer ca. 4-stundigen 

5 Inkubation des Ansatzes be. 37° C trat die Blaufarbung der transduzierten Zellen auf. Die 
Blaufarbung lafit auf die Expression der [J-Galaktosidase schlieBen, die nur erfolgen kann, 
wenn das Expressionskonstrukt MFG-nlsLacZ erfolgreich in die Zielzellen transferiert wurde. 
Zur Bestimmung des Vektortiters wurden im Mikroskop jeweils 10 Gesichtsfelder der Zellen 
auf blaue Zellen untersucht. Die durchschnittliche Anzahl der blauen Zellen pro Gesichtsfeld 

10 wurde auf die gesamte Flilche des Zellku.turgefaBes (6-Loch-Platte der Fa. Nunc, Wiesbaden, 
962mm 2 ) extrapoliert und auf einen ml Zellkulturuberstand standartisiert.) Der in d.esem 
transienten Test erreichte Titer lag bei 2xl0 4 Vektorpartikeln / ml Zelluberstand 

4 Transduktion von Zielzellen mittels verschiedener MLV/SNV-scFv-Vektoren 
15 Ob ein gezielter Gentransfer mittels verschiedener MLV/SNV-Vektoren mit 
Antikorpererkennungsfragmenten m5glich ist, wurde durch die Kotransfektion von jeweils 2pg 
DNA SNV-scFv-Expressionskonstrukte und 2pg DNA des fur das Wildtyp-ENV-Protem 
kodierenden Plasmids P M29 in die Verpackungszellen TelCeB6 getestet. Die verwendeten 
Expressionskonstrukte P TC53-7A5 zeo, P TC53-M8 zeo, P TC53-K6-2 zeo und pTC53.7E10 
20 zeo enthielten jeweils scFv's, die gegen bisher undefinierte Rezeptoren der lymphoiden Zelhme 
C8166 (Clapham et al., Virology 158 (1987), 44-51) gerichtet sind. Die genannten Konstrukte 
sind SNV-scFv-ENV Expressionsplasmide der in Beispiel 1 erhaltenen scFv. Die CD4- 
positiven Zellinien C8166 und Molt4/8 wurde mit dem in Beispiel 3. beschriebenen Verfahren 
mit zellfreien Uberstanden transduziert. Durch Transduktion des Pseudotyps [MLV/ SNV 
25 pTC53-7E10 zeo] konnte auf C8166-Zellen ein Titer von 5xl0 3 Vektorpartikel / ml 
Zellkulturuberstand erreicht werden, w^hrend auf HeLa-Zellen (Epithelzellinie) kem 
Gentransfer im X-Gal-Test nachgewiesen wurde. Somit fand eine zellspezifische Transdukt.cn 
statt. Bei der Transduktion der vorstehend aufgefuhrten vier MLV-SNV-scFv-Pseudotypen in 
Molt4/8 Zellen konnte ebenfalls ein Titer von von 5xl0> Vektorpartikel / ml 
30 Zellkulturuberstand erreicht werden. 
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5. Etablierung von stabilen Verpackungszellinien 

Zunachst wurde eine MLV-abgeleitete Verpackungszellinie hergestellt, die das wt-SNV-ENV- 
Protein stabil exprimiert. Das Expressionskonstrukt pIM29 (2ng DNA) und das Hygromycin 
5 exprimierende Konstrukt pREP4 (0,1 \ig DNA) (Invitrogen, Belgien) werden hierfiir in die 
Verpackungszellinie TelCeB6 kotransfiziert. Die experimentelle Vorgehensweise ist unter 
Punkt 2. beschrieben. Drei Tage nach Transfektion werden die transfizierten Zellen in 
unterschiedlichen Konzentrationen (1/10, 3/10 und 5/10 des Gesamtvolumens) auf drei 100mm 
Kulturplatten ausgesat. Die Zellen werden 24 Stunden inkubiert und anschlieBend wurde ein 

10 Mediumwechsel vorgenommen (DMEM, 10% FKS, 200ng/ml Hygromycin). Nicht 
hygromycin-resistente Zellen ldsten sich von dem ZellkulturgefaB ab, so daB einzelne resistente 
Zell-Kolonien abgenommen werden konnten. Diese Zellklone wurden expandiert und 
anschlieBend in etner Transduktion von D17-Zielzellen auf das Vorhandensein des wt-SNV- 
ENV-Proteins getestet. Die so etablierte TeICeB6-pIM29-hygro Zellinie kann zur Transfektion 

15 eines weiteren Expressionskonstruktes benutzt werden. Die Transfektion des chimaren SNV- 
scFv-ENV verlauft analog dem o. g. Verfahren. Zur Selektion eines das chimare SNV-scFv- 
ENV stabil exprimierenden Zellklons wird jedoch G418-haltiges DMEM-Medium verwandt, 
da die chimaren env-Konstrukte das Neomycin-Restistengen enthalten. 
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Patentanspruche 

Retroviral Vektor, umfassend einen Viruskern ausgewahit aus der Gruppe murines 
Leukamievirus (MLV), menschliches Immunschwachevirus (HIV), Affen- 
Immunschwachevirus (SIV), Lentivirus oder Foamyvirus und eine Virushulle vom Milz- 
Nekrosevirus (SNV). 

Vektor nach Anspruch 1, wobei die Virushulle das Vollangen-Oberflachenprotein (SU- 
Protein) des SNV und/oder ein chimares SNV-virusfremdes Polypeptid-ENV, SNV- 
HTV-ENV oder SNV-SIV-ENV umfaBt. 

Vektor nach Anspruch 1 oder 2, wobei das virusfremde Polypeptid einen Ligand, ein 
Peptidfragment eines Liganden, einen Antikorper. ein Peptidfragment eines Antikorpers 
oder eine Antikorpererkennungsdomane (scFv) umfaBt. 

Vektor nach einem der Anspruche 1 bis 3, weiter umfassend eine RNA, die in die durch 
den retroviral Vektor zu transduzierende Zelle eingeffihrt werden soil. 

Vektor nach Anspruch 4, wobei die RNA ein therapeutisches Gen-Transkript oder 
dessen Nukleinsaurefragment und/oder ein Reportergen und/oder ein Resistenzgen- 
Transkript umfaBt. 

5 Vektor nach Anspruch 5, wobei das therapeutische Gen-Transkript oder dessen 
Nukleinsaurefragment das CFTR-, phox9K ADA-, IL-16-, P 53- oder revMlO-Gen- 
Transkript und ein oder mehrere Impfgen-Transkripte z. B. rekombinantes gpl20 und 
IL- 16 umfaBt. 

7. Vektor nach Anspruch 4, wobei das Reportergen-Transkript B-Galaktosidase, "Green 
Flourescent Protein". Luciferase und das Resistenzgen-Transkript Neomycin oder 
"multiple drug resistence gene" umfaBt. 
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8. Verwendung der Vektors nach einem der Ansprtiche 1 bis 7 als Arzneimittel. 

9. Verwendung des Vektors nach Anspruch 8 zur Herstellung eines Arzneimittels zur 
somatischen Gentherapie, Impftherapie oder Diagnostik. 

10. Verwendung des Vektors nach Anspruch 8 zur Herstellung eines Arzneimittels zur 
Therapie der Cystischen Fibrose, des ADA-Mangels, der chronischen Granulomatose 
oder der HIV-1 Infektion. 

11. Retrovirale Verpackungszelle zur Gewinnung der retroviralen Vektoren nach einem der 
Ansprtiche 1 bis 7, transformiert sowohl mit einem oder mehreren psi-negativen 
Expressionskonstrukt(en), die die gag- und pol-Genprodukte des MLV, HIV, SIV oder 
Foamyvirus exprimieren, als auch mit einem psi-negativen SNV-Env- 
Expressionskonstrukt und/oder psi-negativen SNV-Env-virusfremden Polypeptid-, SNV- 
KV-ENV- oder SNV-SIV-ENV-Expressionskonstrukt. 

12. Verpackungszelle nach Anspruch 1 1 , wobei das virusfremde Polypeptid einen Liganden, 
ein Peptidfragment eines Liganden > einen Antikorper, ein Peptidfragment eines 
Antikorpers oder eine Antikdrpererkennungsdomane (scFv) umfaBt. 

13. Verpackungszelle nach Anspruch 11, ferner umfassend ein psi-positives 
Expressionskonstrukt, umfassend eine Nukleinsauresequenz, die in die durch den 
retroviralen Vektor zu transduzierende Zelle eingefiihrt werden soil 

14. Verpackungszelle nach Anspruch 13, wobei die Nukleinsauresequenz ein therapeutisches 
Gen oder dessen Nukleinsaurefragment und/oder ein Reportergen und/oder ein 
Resistenzgen umfaBt. 

15. Verpackungszelle nach Anspruch 14, wobei das therapeutische Gen oder dessen 
Nukleinsaurefragment das CFTR-, phox91-, ADA-, IL-16-, p53- oder revMlO-Gen oder 
ein oder mehrere Impfgene z. B. rekombinantes gpl20 und IL-16 umfaBt. 
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16. Verpackungszelle nach Anspruch 13, wobei das Reportergen ausgewahlt ist aus der 
Gruppe B-Galaktosidase, "Green Fluorescent Protein", Luciferase und das Resistenzgen 
aus der Gruppe Neomycin oder "multiple drug resistence gene". 



5 



WO 99/28488 



1/5 



PCT/DE98/03S4X 




Abb.l 



PCT/DE98/0354r 

WO 99/28488 

2/5 




WO 99/28488 PCT/DE98/03S42 

3/5 




WO 99/28488 



4/5 



PCT/DE98/03542- 



pTC &SEQ fl »477&J -> Geac* 

4««.*b.p. aasassaic ^ acagnacg i=m» 



i xn aax qs ecc aec sex jus sex aar to 

XXD?S CJlXe 9 



■ii earner ax>< 

' 07 X X X X « 



: 239 suiuoc jcx ac? qo us ia aa cr? cm ass aaa ess ass X7Q 
xxxxxsxxx-xrsxz. ?-xis 



94 out caa as sax azs gob a* *c* — - 

xx a a x x a 




tcssosaaflaacax asx zsa 

X X 



2 




»WKt»CCJ!B1B»WW.OX»ffln.WK» » 

• at .t :t x.r x » ft- v ...»-« x,x x x x>. a « 




a 'a* \t t*: x f 



Z4 T X X \X 

^ST^fff f?rr.rrrr:,rr * 

im learn.** me.isktm jeai jsb « {j^.j^j^j^^ ias 




kxae aaa ace aw on oa. n an xn'en ssvest 
mt x.xx .a x, e a . * * . * • * I 



u. 

'" — - — ■ III 1*1 



a»mw era a» » ST* « « » • 

IX X Q 7 q a X v v • 



2U7 
13 




US S X V • 



2S00 



Abb. 4 A 



WO 99/28488 



5/5 



PCT/DE98/0354* 



17SV$X2VV.*A"XLXffX7*X*XXRJXX¥ 41 




2447 ^^^«^^"M"iimnnn is 
1 - * 




3371 



.3434 
4» 



*ccr act g» a» wnoatf'JBi moKtie a « as xa act jcx'ax xk ««« 

S!^ ?!* r *?\ 5^^"^ ?^ .fl^*?^ ^ 

wcnmiflni qp 

xa.. x.. x -x - v; 



-x .« 



' M-n n » cn « oei tt'en an xb i 

us *.x -.1 ;r- •,• " " ~ 



if* » x c:. c » x<9 - x x .o p t x 



. x x .x. »r»- x ▼ x .x ■ X...CL- * . x, .«..■*.. a -x - x- * » * * 



juucsc ticxjua ; 



1^ 

40C 

4a 




x ^ x-.t.t x-;x-.x;.x x ao- 



IX 9 • X ». • F ;.X\ X A X- » .•. ,0 . Jl . X ■ ■ - t. 



9 »• ■* 



4314 



•** x. c x .* 




> WS 4393 
■ C • 



4f(S OS S3 SCO OX £Ek COS Off CSS OCX MX GB 9SX 998 03 OCA 1S9 A SS& JflB B» GEX JC8 OBI aas'ffS 4T43 

33 x a »x: X X X M '• fc* A*. C . X X X. .ft .» . . » ; f * 



4744 COS CIS SCX COX 037 3SEB iU X03 JOB 9SB XS 

\«a.« a ■ x ». x .-c x * * "* x 



Abb. 4 B 



WO 99/28488 



I 



PCT/DE98/03542' 



SEQUEN Z PROTOKOLL 



(1) ALLGEMEINE ANGABEN: 



(i> A (™E: Bundesrepublik Deutschland let zt vert ret en durch den 
Prasidenten des Paul-Ehrlich-Instxtuts 



(B) STRASSE: Paul-Ehrlich-Str . 51-59 

(C) ORT: Langen 

(E) LAND: Deutschland 

(F) POSTLEITZAHL: 63225 



, U1 BEZEICHNONG DER ERFINDUNG: Retrovirale Pseudotyp-Vektoren mit 
ui ) BEZ ^~ erten obermc hen-Hull P roteinen und Verfahren zu 
ihrer Herstellung fur den selektiven Gentransfer 

(iii) ANZAHL DER SEQUEN ZEN: 32 

(tv) COMPUTER-LESBARE FAS SUNG: 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS /MS-DOS _ 

Id! SOFTWARE : Patentln Release #1.0, Version #1-30 (EPA) 

(V) DATEN DER FRUEHEREN ANMELDUNG: 

ANMELDENUMMER: DE 197 52 855.4 
ANMELDETAG: 28-11-1997 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1: 

(i) SEQUEN ZKENN Z E I CHEN : 

(A) LANGE: 4776 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Doppelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(xi) SEQUEN ZBESCHRE I BUNG : SEQ ID NO: 1: 
GAATTCCCGT ACGAGCCATA GATAAAATAA AAGATTTTAT TTAGTCTCCA GAAAAAGGGG 
GGAATGAAAG ACCCCACCTG TAGGTTTGGC AAGCTAGCTT AAGTAACGCC ATTTTGCAAG 
GCATGGAAAA ATACATAACT GAGAATAGAG AAGTTCAGAT CAAGGTCAGG AACAGATGGA 
ACAGCTGAAT ATGGGCCAAA CAGGATATCT GTGGTAAGCA GTTCCTGCCC CGGCTCAGGG 
CCAAGAACAG ATGGAACAGC TGAATATGGG CCAAACAGGA TATCTGTGGT AAGCAGTTCC 
TGCCCCGGCT CAGGGCCAAG AACAGATGGT CCCCAGATGC GGTCCAGCCC TCAGCAGTTT 
CTAGAGAACC ATCAGATGTT TCCAGGGTGC CCCAAGGACC TGAAATGACC CTGTGCCTTA 
TTTGAACTAA CCAATCAGTT CGCTTCTCGC TTCTGTTCGC GCGCTTCTGC TCCCCGAGCT 



60 
120 
180 
240 
300 
360 
420 
480 
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CAATAAAAGA 


GCCCACAACC 


CCTCACTCGG 


GGCGCCAGTC 


CTCCGATTGA 


CTGAGTCGCC 


i>40 


CGGGTGGGGG 


AGCTCGCTGT 


TGGGCTCGCG 


GTTGAGGACA 


AACTC r I cue 


Cab Itlll tLA 


AAA 

bUU 


GTACTCTTGG 


ATCGGAAACC 


CGTCGGCCTC 


CGAACGGTAC 


TCCGCCACCG 


AGGOALL 1 G A 


DDU 


GCGAGTCCGC 


ATCGACCGGA 


TCGGAAAACC 


TCTCGAGAAA 


GGCGTCTAAC 


C AG T C AC AGT 


720 


CGCAAGGTAG 


GCTGAGCACC 


GTGGCCGGGC 


GGCACGGGTG 


GCGGTCGGGG 


TTGTTTCTGG 


780 


CGGAGGTGCT 


GCTGATGATG 


TAATTAAGTA 


GGCGGTCTTG 


AGACGGCGAT 


GGTCGAGGTG 


840 


AGGTGTGGCA 


GGCTTGAGAT 


CTGGCCATAC 


ACTTGAGTGA 


CAATGACATC 


CACTTTGCCT 


900 


TTCTCTCCAC 


AGGTGTCCAC 


TCCCAGGTCC 


AACCGGATCC 


GAGCTCCACC 


GCGGTAAAGG 


960 


TCGCTGGGAA 


GACCCCGTGG 


ATCCACCACT 


CTCGACTCAA 


GAAAGCTCCT 


GACAACCAAG 


1020 


AAGAATGGAC 


TGTCTCACCA 


ACCTCCGATC 


CGCTGAGGGT 


AAAGTTGACC 


AGGCGAGCAA 


1080 


AATCCTAATT 


CTCCTTGTGG 


CTTGGTGGGG 


GTTTGGGACC 


ACTGCCGAAG 


TTTCGACTGC 


1140 


CGGCTCCGGG 


GGCGGTGGTT 


CTGGTGGTGG 


TTCTGGTGGT 


GGTGGTTCTG 


GTGGTGGTGG 


1200 


TTCTGGCGCC 


AGCCCAGTCC 


AGTTTATCCC 


CCTGCTTGTG 


GGTCTAGGGA 


TTTCAGGGGC 


1260 


TACACTTGCT 


GGTGGAACGG 


GGCTTGGGGT 


CTCCGTTCAC 


ACTTATCACA 


AGCTCTCTAA 


1320 


TCAATTGATT 


GAAGATGTCC 


AGGCTCTTTC 


AGGGACCATC 


AATGACCTAC 


AGGACCAGAT 


1380 


TGACTCCCTG 


GCTGAGGTTG 


TCTTACAAAA 


TAGAAGAGGG 


TTAGACCTAT 


TGACTGCCGA 


1440 


ACAAGGAGGA 


ATATGTCTCG 


CACTCCAGGA 


GAAGTGTTGT 


TTTTACGCTA 


ACAAGTCGGG 


1500 


TATCGTACGT 


GACAAGATCC 


GAAAACTCCA 


AGAGGACCTT 


ATCGAGAGAA 


AACGTGCACT 


1560 


GTACGACAAC 


CCCCTGTGGA 


GCGGCTTGAA 


CGGCTTCCTT 


CCATATTTGC 


TACCCTTGTT 


1620 


AGGCCCCCTG 


TTTGGGCTCA 


TATTGTTCCT 


GACCCTCGGC 


CCGTGCATTA 


TGAAGACCCT 


1680 


GACTCGCATT 


ATACATGACA 


AAATTCAGGC 


AGTAAAATCC 


TAGCACTAGT 


CCCACAGTAC 


1740 


AAGCCACTCC 


CAACAGAGAT 


GGATACCCTA 


GGGGTCCGAT 


GGTCTAAGAA 


TTCTCGAGTC 


1800 


TAAGATCGAT 


CGAATTCCTA 


GGTCAATGAT 


TTGACCAGAA 


TGTACAAGAG 


CAGTGGGGAA 


1860 


TGTGGGAGGG 


GCTTACGAAG 


GCCTTAAGTG 


ACTAGGTACC 


CGATCCAGAC 


ATGATAAGAT 


1920 


ACATTGATGA 


GTTTGGACAA 


ACCACAACTA 


GAATGCAGTG 


AAAAAAATGC 


TTTATTTGTG 


1 QQA 


AAATTTGTGA 


TGCTATTGCT 


TTATTTGTAA 


CCATTATAAG 


CTGCAATAAA 


CAAGTTAACA 


2040 


ACAACAATTG 


CATTCATTTT 


ATGTTTCAGG 


TTCAGGGGGA 


GGTGTGGGAG 


GTTTTTTAAA 


2100 


GCAAGTAAAA 


CCTCTACAAA 


TCAAGCTGGG 


CAAGCTAGAT 


CTAGCTTGGC 


GTAATCATGG 


2160 


TCATAGCTGT 


TTCCTGTGTG 


AAATTGTTAT 


CCGCTCACAA TTCCACACAA 


CATACGAGCC 


2220 
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10 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



55 



GGAAGCATAA 
TTGCGCTCAC 
GGCCAACGCG 
GACTCGCTGC 
ATACGGTTAT 
CAAAAGGCCA 
CCTGACGAGC 
TAAAGATACC 
CCGCTTACCG 
TCACGCTGTA 
GAACCCCCCG 
CCGGTAAGAC 
AGGTATGTAG 
AGGACAGTAT 
AGCTCTTGAT 
CAGATTACGC 
GACGCTCAGT 
ATCTTCACCT 
GAGTAAACTT 
TGTCTATTTC 
GAGGGCTTAC 
CCAGATTTAT 
ACTTTATCCG 
CCAGTTAATA 
TCGTTTGGTA 
CCCATGTTGT 
TTGGCCGCAG 
CCATCCGTAA 
TGTATGCGGC 
AGCAGAACTT 



AGTGTAAAGC 
TGCCCGCTTT 
CGGGGAGAGG 
GCTCGGTCGT 
CCACAGAATC 
GGAACCGTAA 
ATCACAAAAA 
AGGCGTTTCC 
GATACCTGTC 
GGTATCTCAG 
TTCAGCCCGA 
ACGACTTATC 
GCGGTGCTAC 
TTGGTATCTG 
CCGGCAAACA 
GCAGAAAAAA 
GGAACGAAAA 
AGATCCTTTT 
GGTCTGACAG 
GTTCATCCAT 
CATCTGGCCC 
CAGCAATAAA 
CCTCCATCCA 
GTTTGCGCAA 
TGGCTTCATT 
GCAAAAAAGC 
TGTTATCACT 
GATGCTTTTC 
GACCGAGTTG 
TAAAAGTGCT 



CTGGGGTGCC 
CCAGTCGGGA 
CGGTTTGCGT 
TCGGCTGCGG 
AGGGGATAAC 
AAAGGCCGCG 
TCGACGCTCA 
CCCTGGAAGC 
CGCCTTTCTC 
TTCGGTGTAG 
CCGCTGCGCC 
GCCACTGGCA 
AGAGTTCTTG 
CGCTCTGCTG 
AACCACCGCT 
AGGATCTCAA 
CTCACGTTAA 
AAATTAAAAA 
TTACCAATGC 
AGTTGCCTGA 
CAGTGCTGCA 
CCAGCCAGCC 
GTCTATTAAT 
CGTTGTTGCC 
CAGCTCCGGT 
GGTTAGCTCC 
CATGGTTATG 
TGTGACTGGT 
CTCTTGCCCG 
CATCATTGGA 



TAATGAGTGA 
AACCTGTCGT 
ATTGGGCGCT 
CGAGCGGTAT 
GCAGGAAAGA 
TTGCTGGCGT 
AGTCAGAGGT 
TCCCTCGTGC 
CCTTCGGGAA 
GTCGTTCGCT 
TTATCCGGTA 
GCAGCCACTG 
AAGTGGTGGC 
AAGCCAGTTA 
GGTAGCGGTG 
GAAGATCCTT 
GGGATTTTGG 
TGAAGTTTTA 
TTAATCAGTG 
CTCCCCGTCG 
ATGATACCGC 
GGAAGGGCCG 
TGTTGCCGGG 
ATTGCTACAG 
TCCCAACGAT 
TTCGGTCCTC 
GCAGCACTGC 
GAGTACTCAA 
GCGTCAATAC 
AAACGTTCTT 



GCTAACTCAC 
GCCAGCTGCA 
CTTCCGCTTC 
CAGCTCACTC 
ACATGTGAGC 
TTTTCCATAG 
GGCGAAACCC 
GCTCTCCTGT 
GCGTGGCGCT 
CCAAGCTGGG 
ACTATCGTCT 
GTAACAGGAT 
CTAACTACGG 
CCTTCGGAAA 
GTTTTTTTGT 
TGATCTTTTC 
TCATGAGATT 
AATCAATCTA 
AGGCACCTAT 
TGTAGATAAC 
GAGACCCACG 
AGCGCAGAAG 
AAGCTAGAGT 
GCATCGTGGT 
CAAGGCGAGT 
CGATCGTTGT 
ATAATTCTCT 
CCAAGTCATT 
GGGATAATAC 
CGGGGCGAAA 



ATTAATTGCG 
TTAATGAATC 
CTCGCTCACT 
AAAGGCGGTA 
AAAAGGCCAG 
GCTCCGCCCC 
GACAGGACTA 
TCCGACCCTG 
TTCTCAATGC 
CTGTGTGCAC 
TGAGTCCAAC 
TAGCAGAGCG 
CTACACTAGA 
AAGAGTTGGT 
TTGCAAGCAG 
TACGGGGTCT 
ATCAAAAAGG 
AAGTATATAT 
CTCAGCGATC 
TACGATACGG 
CTCACCGGCT 
TGGTCCTGCA 
AAGTAGTTCG 
GTCACGCTCG 
TACATGATCC 
CAGAAGTAAG 
TACTGTCATG 
CTGAGAATAG 
CGCGCCACAT 
ACTCTCAAGG 



2280 

2340 

2400 

2460 

2520 

2580 

2640 

2700 

2760 

2820 

2880 

2940 

3000 

3060 

3120 

3180 

3240 

3300 

3360 

3420 

3480 

3540 

3600 

3660 

3720 

3780 

3840 

3900 

3960 

4020 
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ATCTTACCGC TGTTGAGATC CAGTTCGATG 
GCATCTTTTA CTTTCACCAG CGTTTCTGGG 
AAAAAGGGAA TAAGGGCGAC ACGGAAATGT 
TATTGAAGCA TTTATCAGGG TTATTGTCTC 
AAAAATAAAC AAATAGGGGT TCCGCGCACA 
GAAACCATTA TTATCATGAC ATTAACCTAT 
CTCGCGCGTT TCGGTGATGA CGGTGAAAAC 
ACAGCTTGTC TGTAAGCGGA TGCCGGGAGC 
GTTGGCGGGT GTCGGGGCTG GCTTAACTAT 
CACCATATGC GGTGTGAAAT ACCGCACAGA 
CATTCGCCAT TCAGGCTGCG CAACTGTTGG 
TTACGCCAGC TGGCGAAAGG GGGATGTGCT 
TTTTCCCAGT CACGACGTTG TAAAACGACG 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2; 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 12 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKUELS: Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 

Met Lys Asp Pro Thr Cys Arg Phe Gly Lys Leu Ala 
5 10 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3: 
(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) L&NGE: 21 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKUELS: Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 



TAACCCACTC GTGCACCCAA 
TGAGCAAAAA CAGGAAGGCA 
TGAATACTCA TACTCTTCCT 
ATGAGCGGAT ACATATTTGA 
TTTCCCCGAA AAGTGCCACC 
AAAAATAGGC GTATCACGAG 
CTCTGACACA TGCAGCTCCC 
AGACAAGCCC GTCAGGGCGC 
GCGGCATCAG AGCAGATTGT 
TGCGTAAGGA GAAAATACCG 
GAAGGGCGAT CGGTGCGGGC 
GCAAGGCGAT TAAGTTGGGT 
GCCAGT 



CTGATCTTCA 4080 

AAATGCCGCA 4140 

TTTTCAATAT 4200 

ATGTATTTAG 4260 

TGACGTCTAA 4320 

GCCCTTTCGT 4380 

GGAGACGGTC 4440 

GTCAGCGGGT 4500 

ACTGAGAGTG 4560 

CATCAGGCGC 4620 

CTCTTCGCTA 4680 

AACGCCAGGG 4740 
4776 



WO 99/28488 



5 



PCT/DE98/03542" 



Met Glu Lys Tyr He Thr Glu Asn Arg Glu Val Gin lie Lys Val Arg 
5 10 15 

Asn Arg Trp Asn Ser 
20 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 4: 
(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 8 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(11) ART DES MOLEKUELS: Protein 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID 
Met Gly Gin Thr Gly Tyr Leu Trp 
5 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 5: 
(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE : 13 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKUELS: Protein 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 5: 
Met Glu Gin Leu Asn Met Gly Gin Thr Gly Tyr Leu Trp 



5 10 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 6: 
( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 12 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKUELS: Protein 
(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 6: 
Met Val Pro Arg Cys Gly Pro Ala Leu Ser Ser Phe 



5 10 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 7: 
(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 10 Aminosauren 
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(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 
(it) ART DES MOLEKUELS: Protein 
<xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 7: 
Met Phe Pro Gly Cys Pro Lys Asp Leu Lys 
5 10 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 8: 
(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 15 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKUELS: Protein 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 8: 
Met Val Glu Val Arg Cys Gly Arg Leu Glu lie Trp Pro Tyr Thr 
5 10 15 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 9: 
(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 24 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKUELS: Protein 
(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 9: 
Met Thr Ser Thr Leu Pro Phe Ser Pro Gin Val Ser Thr Pro Arg Ser 

5 10 15 

Asn Arg He Arg Ala Pro Pro Arg 
20 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 10: 
(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) L&NGE: 232 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKUELS: Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 10: 
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„„t W C V . ~ >- - « - "* WS ™ "* 

5 1° 

25 30 

5 Thr U. «. V.1 s« Thr M. «, "V "V "V "V - «» «» 

40 45 

01y M «r «v 01, « «y «* "V =!V ~ H «* - "° 

55 60 

70 75 
1 U. «, «, Th, -1, - -V «1 «. V.! Hi- * «■ 
85 50 

t . u Shr h.n cm « .« «. «P v.! «. «. «- - ~ "* 

105 1 
mo iU3 

Ser Leu Ala Glu Val Val Leu Gin 
125 

Thr Ala Glu Gin Gly Gly He Cys 



15 Asn Asp Leu Gin Asp Gin He Asp 
115 120 
Asn Arg Arg Gly Leu Asp Leu Leu 

135 140 

Z «. - - «- -v. «. cy. «- ™ »» - s " «* £ 

150 155 

20 " 5 , LVB Tie Arg Lys Leu Gin Glu Asp Leu lie Glu Arg Lys 

Val Arg Asp Lys lie Arg i>y» 

165 170 



185 

25 P „ ^ « - - - - «» « - - ^ - w " ph * 

195 200 
Thr L eu Gly Pro Cys He Met Lys Thr Leu Thr Arg He He His 



Leu . 

215 220 
210 ^ 

Asp Lys lie Gin Ala Val Lys Ser 
30 225 230 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: lit 
(i) SEQUEN Z KENN Z E I CHEN : 

(A) LANGE: 14 Aminosauren 
35 (B) ART: Aminosaure 

(D) TOPOLOGIE: linear 
(ii) ART DES MOLEKUELS: Protein 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 11: 
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Met Asp Thr Leu Gly Val Arg Trp Ser Ly9 Asn Ser Arg Val 
5 10 

5 (2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 12: 
(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) L&NGE: 15 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

10 (ii) ART DES MOLEKUELS : Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 12: 
Met Tyr Lys Ser Ser Gly Glu Cys Gly Arg Gly Leu Arg Arg Pro 
5 10 15 

15 (2) ANGABEN ZU SEQ ID. NO: 13: 
(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 16 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

20 (ii) ART DES MOLEKUELS: Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 13: 
Met lie Arg Tyr lie Asp Glu Phe Gly Gin Thr Thr Thr Arg Met Gin 
5 10 15 

25 (2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 14: 
(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LftNGE: 4 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

30 (ii) ART DES MOLEKUELS: Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 14: 
Met Leu Tyr Leu 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 15: 
35 (i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LSNGE: 6 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKUELS: Protein 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 15: 
Met Leu Leu Leu Tyr Leu 
5 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 16: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 12 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKUELS: Protein 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 16: 
Met Phe Gin Val Gin Gly Glu Val Trp Glu Val Phe 
5 10 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 17: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 26 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKUELS: Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREI1JUNG: SEQ ID NO: 17: 

Met Val lie Ala Val Ser Cys Val Lys Leu Leu Ser Ala His Asn Ser 

5 10 IS 

Thr Gin His Thr Ser Arg Lys His Lys Val 
20 25 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 18: 
(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 49 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKUELS: Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 18: 

Met Ser Glu Leu Thr His lie Asn Cys Val Ala Leu Thr Ala Arg Phe 



10 



15 



Pro Val Gly Lys Pro Val Val Pro Ala Ala Leu Met Asn Arg Pro Thr 
20 25 30 
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Arg Gly Glu Arg Arg Phe Ala Tyr Trp Ala Leu Phe Arg Phe Leu Ala 
35 40 45 

His 

5 (2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 19: 
(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LSNGE: 4 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

10 (ii) ART DES MOLEKUELS: Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 19: 

Met Leu Thr Leu 

15 (2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 20: 
(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 9 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

20 (ii) ART DES MOLEKUELS: Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREI BUNG : SEQ ID NO: 20: 
Met Arg Leu Ser Lys Arg lie Phe Thr 
5 

25 (2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 21: 
( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) L&NGE: 11 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

30 (ii) ART DES MOLEKUELS: Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 22: 
Met Ser Lys Leu Gly Leu Thr Val Thr Asn Ala 
5 10 

35 (2) ANGABEN ZU SEQ ID ' NO: 23: 
(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LSNGE: 88 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 
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(ii) ART DES MOLEKUELS: Protein 
<xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 23: 
Met lie Pro Arg Asp Pro Arg Ser Pro Ala Pro Asp Leu Ser Ala He 

5 10 15 

Asn Gin Pro Ala Gly Arg Ala Glu Arg Arg Ser Gly Pro Ala Thr Leu 

20 25 30 

Ser Ala Ser lie Gin Ser lie Asn Cys Cys Arg Glu Ala Arg Val Ser 

35 40 45 

Val Asn Ser Leu Arg Asn Val Val Ala lie Ala Thr Gly 



55 60 



Ser Ser Pro 
50 

lie val Val Ser Arg Ser Ser Phe Gly Met Ala Ser Phe Ser Ser Gly 
65 

Ser Gin Arg Ser Arg Arg Val Thr 
85 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 24: 
(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE : 56 Aminosauren 

( B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKUELS: Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 24: 

Met Leu Cys Lys Lys Ala Val Ser Ser Phe Gly Pro Pro lie Val Val 

5 10 15 

Arg Ser Lys Leu Ala Ala Val Leu Ser Leu Met Val Met Ala Ala Leu 

20 25 30 

His Asn Ser Leu Thr Val Met Pro Ser Val Arg Cys Phe Ser Val Thr 

40 

Gly Glu Tyr Ser Thr Lys Ser Phe 
50 55 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 25: 
(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 49 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKUELS: Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 25: 
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Met Arg Arg Pro Ser Cys Ser Cys Pro Ala Ser He Arg Asp Asn Thr 

5 10 15 

Ala Pro His Ser Arg Thr Leu Lys Val Leu He He Gly Lys Arg Ser 

20 25 30 

Ser Gly Arg Lys Leu Ser Arg He Leu Pro Leu Leu Arg Ser Ser Ser 
35 40 45 

Met 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 26: 
(i) SEQUENZKENN2EICHEN: 

(A) LftNGE: 6 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKUELS: Protein 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 26: 
Met Pro Gin Lys Arg Glu 
5 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 27: 
( t ) SEQUEN Z KENN Z E I CHEN : 

(A) LANGE: 27 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKUELS: Protein 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 27: 
Met Leu Asn Thr His Thr Leu Pro Phe Ser He Leu Leu Lys His Leu 

5 10 15 

Ser Gly Leu Leu Ser His Glu Arg He His He 
20 25 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 28: 
(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) L&NGE: 5 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKUELS: Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 28: 
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Met Tyr Leu Glu Lys 
5 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 29: 
(i) SEQUEN ZKENN ZE ICHEN : 

(A) LANGE: 26 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKUELS: Protein 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 29: 
Met Thr Leu Thr Tyr Lys Asn Arg Arg lie Thr Arg Pro Phe Arg Leu 

5 10 15 

Ala Arg Phe Gly Asp Asp Gly Glu Asn Leu 
20 25 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 30: 
(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 11 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKUELS: Protein 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 
Met Gin Leu Pro Glu Thr Val Thr Ala Cys 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 31: 
( i ) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 31 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKUELS: Protein 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 31: 
Met Pro Gly Ala Asp Lys Pro Val Arg Ala Arg Gin Arg Val Leu Ala 

5 10 15 

Gly Val Gly Ala Gly Leu Thr Met Arg His Gin Ser Arg Leu Tyr 
20 25 30 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 32: 
(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) L&NGE: 65 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

5 (D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKUELS: Protein 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 32: 
Met Arg Cys Glu He Pro His Arg Cys Val Arg Arg Lye Tyr Arg He 
5 10 15 

10 Arg Arg His Ser Pro Phe Arg Leu Arg Asn Cys Trp Glu Gly Arg Ser 
20 25 30 

Val Arg Ala Ser Ser Leu Leu Arg Gin Leu Ala Lys Gly Gly Cys Ala 

35 40 45 

Ala Arg Arg Leu Ser Trp Val Thr Pro Gly Phe Ser Gin Ser Arg Arg 
15 45 50 55 

Cys Lys Thr Thr Ala Ser 
60 65 
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